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研究成果の概要（和文）：再生研究のモデル動物であるイモリを用いて、遺伝的ラベルによる細胞系譜追跡実験系を初
めて確立した。そしてイモリの心臓再生過程では、既存の心筋細胞が増殖することを明らかにした。次に、イモリでは
TALENを用いた遺伝子ノックアウトが効率よく起こること、熱誘導型のプロモーターと赤外線レーザーを用いた局所的
な遺伝子発現誘導系が機能することを報告した。さらに、より詳細な遺伝子の機能解析を可能とするために、コンディ
ショナルノックアウトイモリの作製に向けたゲノム編集技術の技術的な基盤を整備した。

研究成果の概要（英文）：Using Iberian ribbed newt that is useful a model animal for regeneration biology, 
we established a cell lineage tracing system by genetic labeling. We showed the pre-existing 
cardiomyocytes proliferated during cardiac regeneration in the newts. We reported that TALEN-mediated 
gene targeting and an infrared laser mediated local gene induction by IR-LEGO system in the P. waltl. 
Moreover, we prepared basic data for genome editing in the newts in order to establish conditional 
knock-out system that enable more detailed analysis in organ regeneration.

研究分野：再生生物学

キーワード： イベリアトゲイモリ　心臓再生　心筋細胞　細胞系譜　トランスジェニック　ゲノム編集
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
イモリは既知の脊椎動物のなかで最も強い
再生能力を持ち、心臓をも再生することがで
きる。しかしながら、再生した心筋組織に含
まれる心筋細胞がどの細胞に由来するのか、
心筋細胞の幹細胞は存在するのか？さらに
再生にはどのような遺伝子の機能が必須で
あるのか、その過程はどこまで発生現象と共
通であるのか？といった点は明らかでなか
った。これらを解明する為には、トランスジ
ェニック動物を用いた細胞のラベル・追跡実
験や遺伝子破壊（ノックアウト）実験が強力
な手段となるが、イモリではそのような実験
系自体が確立されてはいなかった。この様な
背景に対して研究代表者は、自ら構築したイ
ベリアトゲイモリの遺伝子操作実験系を発
展させることで、細胞系譜の追跡、再生に寄
与する細胞の特定と、心筋再生を制御する遺
伝子機構の解明を目的とする本研究を実施
した。 
 
２．研究の目的 
(1)イモリの心筋再生に寄与する細胞の特定 
過去の研究により、イモリ心臓の再生には残
された心筋細胞の寄与が重要であると考え
られてきた。しかし十分な証拠は得られてい
ない。再生の機構を明らかにする上で、組織
を再生する細胞の由来を知ることは重要な
出発点である。そこで、トランスジェニック
個体の作製が容易なイベリアトゲイモリを
用いて、心筋組織を構成する細胞について、
特異的プロモーターを利用して遺伝的ラベ
ル・追跡実験を行こととした。これにより、
ラベルした細胞が、再生した組織のどの細胞
種に分化するのか、再生部位に占める割合は
どの程度かを示すことができる。これにより
心筋組織の再生のパターンを明らかにする
ことを目指した。 
 
(2)イモリ心筋組織の再生を制御する遺伝子
の同定と、その機能の解明 
心筋組織の再生過程を制御する機構を明ら
かにすることで、何故イモリでは再生が可能
であるのかを示す。この為には、再生時期特
異的なコンディショナルノックアウトや発
現誘導を行い、その再生に於ける機能を解析
する必要があるため、そのための実験系を確
立した上で、心筋再生を制御する遺伝子とそ
の機能を明らかにすることを目指す。解析の
対象は、心臓の発生に必須と考えられている
遺伝子の他、研究代表者らの行ったイベリア
トゲイモリの正常及び再生中心臓のトラン
スクリプトーム解析から得た候補遺伝子で
ある。 
 
３．研究の方法 
(1)再生過程における細胞系譜追跡のための
ラベル法の確立 
心筋細胞において特異的に発現する遺伝子
のプロモーターと薬剤誘導型Creリコンビナ

ーゼを利用して、心筋細胞を遺伝的にラベル
できるトランスジェニックイモリを作製し
た。このイモリの心筋細胞では、投与した薬
剤（タモキシフェン）依存的に Cre リコンビ
ナーゼが loxP ではさまれた Stop コドンを除
去する。これにより GFP の発現が開始して心
筋細胞がラベルされる。この方法ならばタモ
キシフェン処理時に心筋細胞であったもの
だけがラベルされ、その細胞が他の細胞に分
化形質を転換しても、ラベルは維持される。
よって、その細胞の系譜を追跡して、再生し
た組織に対する寄与を特定できる。さらにプ
ロモーターを変えることで様々な細胞をラ
ベル可能である。本研究では心筋型ミオシン
遺伝子のプロモーターでドライブされるタ
モキシフェン誘導型 Cre のコンストラクト
（Myosin heavy chain-MerCre）と、Cre によ
る loxP 組換え依存的に GFP を発現できるコ
ンストラクト(Floxed-Stop GFP)をもつダブ
ルトランスジェニックイモリを作製した上
で、タモキシフェン処理の条件検討を行った。 
 
(2)遺伝的ラベルを駆使した細胞系譜の追跡
による、再生組織に対する寄与の特定 
前項(1)において作製した Myosin heavy 
chain-MerCre と Floxed-Stop GFP をもつダブ
ルトランスジェニックイモリを使用した。あ
らかじめ蛍光顕微鏡を用いた観察により、こ
れらのイモリがタモキシフェン誘導前には
GFP を発現していないことを確かめた。その
上で、タモキシフェンの投与を行い、
Cre-loxP 組換えを誘導して、心筋細胞を遺伝
的に GFP でラベルした。次にこれらのイモリ
に手術を行い、心室の先端側約 1/2 を切除す
ることで心臓再生を引き起こした。このイモ
リを一定期間飼育して、過程を追って試料を
作成し、いずれの細胞が GFP を発現している
かを解析した。このとき増殖細胞をラベルす
る EdU を投与して、それらの細胞が増殖を経
ているか否かを判定した。 
 
(3)再生時期・細胞種特異的な遺伝子破壊（コ
ンディショナルノックアウト）法と遺伝子発
現誘導法の確立 
①コンディショナルノックアウト法の確立
に向けた方法の検討 
最初に、イモリで TALEN を使った遺伝子ノッ
クアウトが可能か否かを検討するために、メ
ラニン色素の合成に関わるチロシナーゼ遺
伝子を破壊するための TALEN を使用した。こ
の TALEN をコードする RNA を合成して、投与
量を変えながらイモリの受精卵に投与した。
それらの卵から発生した個体に対して、黒色
色素の有無の判定からノックアウトが起こ
っていると予想された個体について遺伝子
型を調べた。さらに、コンディショナルノッ
クアウトの作製に向けて、TALEN によるノッ
クアウトサイトに loxP をコードする DNA 断
片を挿入できるか否かを検討した。 
②熱誘導型プロモーターによる局所的遺伝



子発現誘導系の確立 
熱誘導型プロモーターの下流に目的の遺伝
子をつないだ上で、赤外線レーザーを照射す
ることで発現誘導する方法（IR-LEGO 法）が
イモリの心臓再生研究に有用であると考え
た。この実験系を確立するために、熱誘導型
プロモーターにGFPをつないだコンストラク
トをもつトランスジェニックイモリに対し
て、レーザーの照射条件を検討した。 
 
(4)コンディショナルノックアウトや遺伝子
発現誘導を介した、心筋再生における遺伝子
機能解析に向けた研究 
ここまでの本研究の成果により、イモリの心
臓では既存の心筋細胞が増殖することで再
生が成立することが示された。そこで、細胞
増殖に不可欠であることが、他の動物で広く
知られている CDK1 遺伝子を、再生時の心筋
細胞特異的に破壊するための研究を行った。
CDK1 の機能を担う上で重要な第２エキソン
の上流側と下流側を標的とする２組の TALEN
を準備した。これらのTALENをコードするRNA
と loxP 配列をコードする DNA 断片を混合し
て、イモリ卵にマイクロインジェクションし
た。これらの卵から発生した個体の遺伝子型
を調べて、loxP 配列の挿入の有無を調べた。 
 
４．研究成果 
(1)再生過程における細胞系譜追跡のための
ラベル法の確立 
本研究では Myosin heavy chain- MerCre と
Floxed-Stop GFP のコンストラクトをもつダ
ブルトランスジェニックイモリを効率的に
作製することができた。さらにこれらのイモ
リ(F0 世代)に対して、適切なタモキシフェン
の投与量と投与方法を決定することができ

た。これにより、イモリの心筋細胞特異的に、
かつタモキシフェン依存的にGFPの発現を誘
導することに成功した(図１)。作製したイモ
リは次の研究項目(2)において使用した。現

在は残されたトランスジェニック個体を交
配させて得た F1および F2世代のイモリ育成
中であり、更なる研究への利用が期待される。
今後、交配により作製されたダブルトランス
ジェニックを実験に用いるようになれば、細
胞をより均一、安定的にラベルすることが可
能になる。加えて、この組換え系は Cre を発
現させるためのプロモーターを変更するだ
けで、心臓の再生以外にも利用可能なプラッ
トホームとなり得る。 
 
(2)遺伝的ラベルを駆使した細胞系譜の追跡
による、再生組織に対する寄与の特定 
前項(1)において、心筋細胞を特異的にラベ
ルできるトランスジェニックイモリを作製
できたことから、既存の心筋細胞のラベルと
追跡実験を推進することができた。タモキシ
フェン投与によりGFPが誘導された心臓にお
いて、心室切除から２週間後には、GFP、心
筋細胞マーカーおよびEdUの３重陽性細胞が
多数認められた。この結果により、イモリで
は既存の心筋細胞が増殖することで再生が
起こることが明らかとなった。また、併せて
行った心筋細胞の増殖パターンの詳細な解
析から、イモリの心臓再生様式は、四肢の再
生や魚類の心臓再生で報告されている付加
的様式とは異なっていることが分かった。イ
モリの心臓は心室の残された領域が全体と
して形態を変えることで回復するという、補

的な様式で再生することを示した。 
ここまでの研究で確立された、イモリの細胞
種・時期特異的ラベル法と、それを用いた細
胞系譜の追跡法は、心臓再生の研究にとどま
らず他の器官や組織、さらには発生過程の研
究にも幅広く利用できる重要な実験系とな
る。 
 
(3)コンディショナルノックアウト法と遺伝
子発現誘導法の確立 
①コンディショナルノックアウト法の確立
に向けた方法の検討に関して 
チロシナーゼをノックアウトするための
TALEN を使用した実験では、RNA をマイクロ



インジェクションした個体のほぼ全てにお
いて、チロシナーゼ遺伝子を完全にノックア
ウトしてアルビノ化できる条件を決めるこ
とに成功した（図２）。さらに、チロシナー
ゼのアリルに対して loxP 配列を挿入するこ
ともできた。これらの研究を通じて、イベリ
アトゲイモリではTALENが極めて効率よく作
用するため、次のステップであるコンディシ
ョナルノックアウト作製の強力なツールと
なることが分かった。これはイモリやアホロ
ートルを含む有尾両生類で初めて、TALEN に
よるゲノム編集が可能であることを示した
成果であり、原著論文として報告した。 
②熱誘導型プロモーターによる局所的遺伝
子発現誘導系（IR-LEGO 法）の確立に関して 
熱誘導型プロモーターにGFPをつないだコン
ストラクトをもつトランスジェニックイモ
リに対して赤外線レーザーの照射を行った
ところ、照射から１６時間後には GFP 遺伝子
の蛍光が確認された。これは、これまでに行
われてきた、個体全体を高温に暴露して遺伝
子を誘導する場合よりも、鋭敏な発現誘導が
起こったことを意味している。よって、イモ
リにおいてもIR-LEGO法が有効であることが
示された。この成果は、弘前大学の横山博士、
基礎生物学研究所の亀井博士、理化学研究所
の森下博士らにより行われた、同じ両生類の
モデル動物であるアフリカツメガエルの成
果と合わせて原著論文として報告した。続い
てイモリの再生組織に対する照射を行い、再
生研究にも有用であることを示した。 
 
(4)コンディショナルノックアウトや遺伝子
発現誘導を介した、心筋再生における遺伝子
機能解析に向けた研究 
本研究で用いた CDK1 遺伝子の第２エキソン
上流側と下流側を標的とする２組のTALENは、
チロシナーゼを標的とする TALEN と同様、
100%近い効率でそれぞれが標的としたイモ
リの CDK1 遺伝子のゲノム配列を切断するこ
とが分かった。このことから、イモリの遺伝
子ノックアウト法として、TALEN が高い有用
性をもつことが確認された。しかしながら、
当初計画した loxP 配列をコードする短い２
本鎖 DNAと TALEN をコードする RNAを直接混
合してインジェクションする方法では、CDK1
のアリルには挿入が起こらないことが分か
った。そこで広島大学のグループによって開
発された TAL-Pitch vector 法を応用した挿
入方法に切り替えて実験を続けた結果、目的
の領域に対して、loxP 配列が挿入されたこと
を示唆する結果が得られたことから、この方
法が有効であると言える。現在は CDK1 コン
ディショナルノックアウトイモリの完成を
目指してさらに研究を進めている。本研究に
より得られたTALENによるイモリの遺伝子ノ
ックアウト法の研究成果や、ノックアウト部
位に対する任意の遺伝子配列の挿入に関す
る情報は、イモリにおけるゲノム編集法の確
立に向けた基盤となる。 

 
５．主な発表論文等 
 
〔雑誌論文〕（計５件） 
① 林利憲、竹内隆、再生生物学の新時代へ
〜古くて新しいモデル生物イベリアトゲイ
モリ、実験医学、査読無、34 巻、2016、
pp.1473-1476+ 
 
② Kawasumi, A., Hayashi, T., Kobayashi, 
T., Nagayama, C., Hayashi, S., Kamei, Y., 
Morishita, Y., T Takeuchi, T., Tamura, K., 
Yokoyama, H. Application of local gene 
induction by infrared laser-mediated 
microscope and temperature stimulator to 
amphibian regeneration study. Dev. Growth 
Differ. 査読有、Vol.57、2015、pp.601-613. 
 
③ Hayashi, T., Sakamoto, K., Sakuma, T., 
Yokotani, N., Inoue, T., Kawaguchi, E., 
Agata, K., Yamamoto, T., and Takeuchi, T. 

Transcription activator-like effector 
nucleases efficiently disrupt the target 
gene in Iberian ribbed newts (Pleurodeles 
waltl), an experimental model animal for 
regeneration. Dev. Growth Differ. 査読有、
Vo;.56、2014、pp.115-121. 
 
④ 竹内隆、田根将志、林利憲、心臓の発生
と再生における心筋細胞の増殖制御機構、実
験医学、査読無、33 巻、2014、pp.1170-1175 
 
⑤ 竹内隆、林利憲、種間における自律的な
心臓再生能力の違いは何によって決まるの
か？、実験医学、査読無、32 巻、2014、pp.29-35 
 
〔学会発表〕（計１２件） 
① 林 利憲、土屋 絵莉、茗荷 あゆみ、竹内 
隆 イモリの心臓再生は既存の心筋細胞に
よる補償的再生によって成立する 日本分
子生物学会 口頭発表 2015 年 12 月 3、4日 
神戸ポートピアホテル 神戸市 
 

② 林 利憲、竹内 隆 イベリアトゲイモ
リを用いた再生研究の展開 日本動物学会 
シンポジウム 招待講演 2015 年 9 月 18 日 
朱鷺メッセ 新潟市 
 
③ 林 利憲、竹内 隆 イモリ研究をプラ
ットホーム化するにはあと何が必要か？ 
次世代両生類研究会 招待講演 2015年8月
24 日 基礎生物学研究所 岡崎市 
 
④ 林 利憲、竹内 隆 イモリの「ユニー
クさ」をどのように活かすのか？ ユニーク
動物研究会 招待講演 2015 年 8 月 18 日 
基礎生物学研究所 岡崎市 
 
⑤ 林 利憲、茗荷 あゆみ、佐久間 哲史、亀
井 保博、横山 仁、山本 卓、竹内 隆 有用



なモデル動物となり得る、イベリアトゲイモ
リを用いた遺伝子操作法の確立 日本分子
生物学会 2014年11月27日 パシフィコ横
浜 横浜市 
 
⑥ Hayashi, T., Sakuma, T., Myouga, A., 
Sakamoto, K., Yokotani, N., Inoue, T., 
Kawaguchi, E., Agata, K., Yamamoto, T., and 
Takeuchi, T. Genome editing is a powerful 
tool for studies in newt cardiac 
regeneration. 日本遺伝学会大会 ワークシ
ョップ 招待講演 2014年9月17日 長浜バイ
オ大学 長浜市 
 
⑦ Hayashi, T., Myouga, A., Yokotani, N., 
Takeuchi, T. Development of molecular 
genetic system for newts and linage 
tracing analyses in cardiac regenerarion. 
EMBO Conference The molecular &Cellular 
Basis of Regeneration & Tissue Repair, Sep. 
6-10, 2014, Sant Feliu de Guixols, Spain. 
 
⑧ Hayashi, T., Sakamoto, K., Sakuma, T., 
Myouga, A., Yokotani, N., Inoue, T., 
Kawaguchi, E, Agata, K., Yamamoto, T., 
Takeuchi, T. TALEN-mediated genome 
editing is very useful in Iberian ribbed 
newts (Pleurodeles waltl), an 
experimental model animal for 
regeneration. 日本発生生物学会 ワーク
ショップ 招待講演 2014 年 5 月 27-28 日 
ウィンク愛知 名古屋市 
 
⑨ Hayashi, T., Yokotani, N., Matsumoto, 
A., Myouga, A., Sakamoto, K., Inoue, T., 
Kawaguchi, E., Agata, K., Sakuma, T., 
Yamamoto, T., Takeuchi, T. Molecular 
genetic system for regenerative studies 
using newts Iberian Ribbed Newts 
(Pleurodeles waltl). CDB Symposium 2014, 
2014 年 3 月 10-12 日 RIKEN CDB 神戸市 
 
⑩ 林 利憲、茗荷 あゆみ、横谷 直樹、竹内 
隆 イモリの心臓再生における心筋細胞の
増殖と、再生心筋組織に対する寄与 日本再
生医療学会 2014年3月4-6日 国立京都国
際会館 京都市 
 
⑪ 林 利憲、茗荷 あゆみ、 横谷 直樹、 佐
久間 哲史、 山本 卓、 竹内 隆 遺伝子操
作、ゲノム編集技術を用いたイモリ再生研究
の展開 日本動物学会 招待講演 2013年 9
月 26-28 日 岡山大学 岡山市 
 
⑫ Hayashi, T., Yokotani, N., Matsumoto, 
A., Myouga, A., Okamoto, M., Takeuchi, T. 
Molecular genetic system for regenerative 
studies using newt. 日本発生生物学会、
2013年5月28-31日 くにびきメッセ 松江
市 

〔図書〕（計３件） 
① Hayashi, T., and Takeuchi, T.  (2015) 
Mutagenesis in Newts: Protocol for Iberian 
Ribbed Newts. In TALENs: Methods and 
Protocols. (eds. Kuhn, R., Wefers, B., and 
Wurst, W.), pp119-126（担当ページ）, 
Springer New York. 
 
② Hayashi, T. and Takeuchi, T.  (2015) 
Gene Manipulation for Regenerative 
Studies Using the Iberian Ribbed Newt, 
Pleurodeles waltl. In Salamanders in 
Regeneration Research. (eds. A. Kumar and 
A. Simon), pp297-305 （担当ページ） , 
Springer New York. 
 
③ 林 利憲、坂根 祐人、竹内 隆、鈴木 賢
一 (2014) 両生類におけるTALENを用いた遺
伝子改変 実験医学別册 羊土社、担当ペー
ジ pp.180-188 
 
〔その他〕 
鳥取大学医学部生命科学科生体情報学分野
ホームページ  
[http://www.med.tottori-u.ac.jp/biosign
/5982.html] 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 
 林 利憲（Hayashi Toshinori） 
 鳥取大学・医学部・准教授 
 研究者番号：６０５８０９２５１． 


